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Alloplastik kemik grefti uygulanmis sican kalvarial kemik defekt
modelinde rosmarinik asidin terapotik etkileri
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Amag: Travma, neoplazmalar, enfeksiyonlar ve dogustan anomaliler gibi pek cok neden,
kalvaryal kemik kusurlarina neden olabilir. Kraniyal bolgedeki kemik kusurlarini gidermek ve
kemik yenilenmesini uyarmak icin cesitli greft tipleri denenmis ve tedavi yontemleri
arastirilmistir. Calismamizda Rosmarinik asidin (RA) greft materyali uygulanmis sican kalvaryal
kemik defekt modeli iizerindeki etkilerinin arastirilmasi amag¢lanmistir. Yontem: Calismada
Wistar erkek sicanlar (n=32) 4'e boéliindi; kontrol olarak defekt grubu (n=8), defekt+RA
uygulamali grup (n=8), defekt+greft (n=8), defekt+greft+RA uygulamal grup (n=8). Anestezi
altinda frontal kemik acilarak ve periosteal elevator ile periosteal flep cikarildi ve orta hatta
dairesel tam kalinlikta kemik defekti (5 mm) olusturuldu. Grup 2 ve 3’te defekt bolgesine allogreft
materyal yerlestirildi, doku dikilerek kapatildi. RA (100mg/kg) oral yolla 7 giin siire ile uygulandi.
28 giin sonra tiim hayvanlar sakrifiye edildi ve kalvaryal kemikler ¢ikarildi, %10’luk formalin ile
tespit edildikten sonra, %5’lik EDTA (Etilendiamin tetraasetik asit) ile dekalsifiye edildi, rutin
histolojik preparasyondan sonra 4-6 um kalinliginda kesitler kesildi ve Hematoksilen Eosin ile
boyandi. BMP-2 (Bone morphogenetic proteins) kemik morfogenetik proteinleri
immunohistokimyasal olarak isaretlendi ve 151k mikroskobu altinda incelendi. Kan érneklerinden
alkalen fosfataz (ALP), kreatin kinaz (KK), total antioksidan seviyesi (TAS), total oksidan seviyesi
(TOS) ve oksidatif stres indeksi (OSI) parametreleri calisildi. Bulgular: TAS degeri
defekt+greft+RA grubunda defekt grubuna gére anlamh olarak ytliksek bulunmustur (p<0.05).
OSI degeri defekt+greft+RA grubunda defekt grubuna gore anlaml olarak distiktiir. Greft alan
icinde inflamatuvar hiicrelerin az sayida soliter olarak dagildigi, kan damarlarinda dilatasyon ve
konjesyonun azaldig) tespit edildi. Ana kemik bolgesine yakin kemik tarbekiillerin genisledigi
osteoblastik aktivitenin belirginlestigi matriks yapisinin olgunlasti1 ve osteositlerin lakiina
icinde yerlestigi goriildii. Sonu¢: Sonu¢ olarak, RA+Greft uygulamasi ile kalvariyal defekt
modelinde osteoblastik aktiviteyi indiikleyerek osteosit olusumuna ve yeni kemik gelisimine
neden oldugu goézlenmistir.
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Rosmarinik asidin kalvaryal defektlerdeki etkisi

Therapeutic effects of rosmarinic acid in alloplastic bone graft applied
rat calvarial bone defect model

Abstract

Aim: Many reasons such as trauma, neoplasms, infections, and congenital anomalies can cause
calvarial bone defects. Various graft types have been tried and also treatment methods have been
investigated in order to eliminate bone defects in the cranial region and to stimulate bone
regeneration. In our study, we aimed to investigate the effects of Rosmarinic acid (RA) on the rat
calvarial bone defect model with graft material. Method: Wistar male rats (n=32) were divided
into 4 in the study; defect group as control (n=8), defect + RA treated (n=8), defect + graft (n=8),
defect+graft+RA group (n=8). Under anesthesia, the frontal bone was opened and the periosteal
flap was removed using a periosteal lever, and a circular full-thickness bone defect (5 mm) was
created in the midline. In groups 2 and 3, allograft material was placed in the defect area, the
tissue was sutured and closed. RA (100mg/kg) was administered orally for 7 days. After 28 days,
all animals were sacrificed and calvarial bones were removed, fixed with 10% formalin,
decalcified with 5% Ethylenediamine tetraacetic acid (EDTA), cut sections 4-6 um thick after
routine histological preparation and stained with Hematoxylin and eosin (HE). Bone
Morphogenetic Protein-2 (BMP-2) was immunohistochemically labeled and examined under a
light microscope. Alkaline phosphatase (ALP), creatine kinase (KK), total antioxidant level (TAS),
total oxidant level (TOS) and oxidative stress index (OSI) parameters were studied from blood
samples. Results: TAS value was found to be significantly higher in the defect + graft+RA group
compared to the defect group (p<0.05). The OSI value was significantly lower in the
defect+graft+RA group compared to the defect group. It was found that inflammatory cells were
scattered in a small number of solitary forms within the graft area, and dilatation and congestion
in blood vessels were decreased. It was observed that the bone tarbecules near the main bone
area were enlarged, the matrix structure in which osteoblastic activity became evident and the
osteocytes has settled in the lacunae. Conclusion: As a result, it was observed that with RA+Graft
application, induced osteoblastic activity in the calvarial defect model, resulted in osteocyte
formation and new bone development.
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Giris olabileceginden deformitelerin kemik grefti
ile yeniden yapilandirilmas1 gerekebilir.
Glinimiizde bu amagla farklh greft
materyalleri  kullanilmaktadir. Ornegin,
allogreftler kemige osteokondiiktif gii¢ verir
ve kemik benzeri biyomekanik o6zelliklere
sahiptir, ayrica komplikasyonlari
onler*. Kemik dokusuna yerlestirilen greft
materyalleri ile osteoinduktif ve
osteokondiiktif etkinin uyarilmasi sonucu
yeni kemik olusumu meydana gelmektedirs.
Kalvaryal defektlerin anlasilabilmesi icin

Travma, enfeksiyonlar,
neoplazmalar ve konjenital anomaliler
kalvaryal = kemik  kusurlarina neden
olabilmektedir. Kemik kusurlarinin
onarilmasi 6nemli bir klinik problemdir. Bu
amagla kraniyal bolgedeki kemik
kusurlarindan kaynaklanan bozukluklarin
listesinden gelmek ve kemik
rejenerasyonunu uyarmak icin cesitli
tedaviler uygulanmaktadir.t2  Kalvaryal
defektlerin tedavisinde lazer ve ozon

uygulamalarinin  yanisira ¢esitli kemik
greftleri ~ ornegin  alloplastik  greftler
kullanilarak kemik kusurlarinin iyilesmesi
saglanabilmektedir.3 Maksillofasiyal bolgede
olusan kemik defektleri estetik ve
fonksiyonel bozukluklara neden
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deneysel modeller kullanilmaktadir ancak,
kalvaryal defekt modelinde kanama, sinir ve
vaskiiler lezyonlar ve postoperatif agr1 dahil
olmak iizere %10-40'lik bir komplikasyon
orani vardir®.

Polifenoller ve flavonoidler
acisindan zengin olan bitkisel kaynakl
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ekstraklar giinimiizde farkli hastaliklarda
tamamlayict  amagla  kullanilmaktadir.
Bunlardan biri olan Rosmarinik asit (RA)
fenolik bir bilesik olup kafeik asit esteridir.
Rosmarinik asit, Rosmarinus officinalis
(biberiye), Ocimum basilicum (feslegen),
Ocimum tenuiflorum (kutsal feslegen) ve
Melissa officinalis (limon otu) gibi bitki
tirlerinde  bulunur.  Anti-inflamatuar,
antioksidan ve noroprotektif etkiler

gosterir” RA  osteoklast  prekiirsor
hiicrelerine etki ederek  osteoklast
olusumunu baskilar, osteoblastlari
etkileyerek  kemik = metabolizmasinda

terapotik etki gosterir dolayisiyla kemik
doku fonksiyonlari lizerine etkilidir8. RA ve
monoterpenleri kemik erimesini onler ve
kemik olusumunu indiikler, enflamasyona
karsi etkilidir.?

Kemik morfogenetik proteinleri
(BMP'ler), hiicre biiylimesi, farklilasmasi ve
apoptozun diizenlenmesinde gorev yaparlar.
BMP'ler dontstiiriicli biiyiime faktorii (TGF)
ailesinden, biiylime faktorudirler1o,
BMP'ler, embriyonik iskelet gelisimi ve
dogum sonrasl kemigin yeniden
sekillenmesi sirasinda kemik olusumu igin
gereken spesifik transkripsiyonel
programlari uyaran sinyalleri diizenleyerek,
mezenkimal kok hicrelerin osteoblast
hiicrelerine farklilasmasini saglar12, Kemik
morfogenetik proteinlerinin (BMP-2, BMP-4,
BMP-6 ve BMP-7) hem in vitro hem de in
vivo osteoblast ve kondroblast
farklilasmasin indiikledigi bilinmektedir.13

Bu calismanin amaci, kalvaryal
kemik  defekti modeli olusturulmus
sicanlarda alloplastik greft materyali ve
rosmarinik asit uygulamasinin yeni kemik
gelisimi lizerine etkisini kemik morfogenetik
proteinlerinin (BMP’lerin)
immunekspresyonu ile gostermek, oksidatif
stres diizeyini 6lgmek ve dolayisiyla RA ve
greft uygulamasinin erken kemik iyilesmesi,
ve olgun kemik olusumu iizerine etkisini
anlamaktir.

Gerec¢ ve Yontem
Etik onay ve deney prosediirti

Tim  deneysel islemler Dicle
Universitesi Tip  Fakiiltesi  Girisimsel
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Olmayan Klinik Arastirmalar Etik Kurulu
tarafindan onaylanmis (DUHADEK Etik onay
numarasi: 2019/10) ve DUSAM Deney
Hayvanlar1 Biriminde gerceklestirilmistir.
Rosmarinik asit (cat # R4033-50MG, Sigma-
Aldrich, Ingiltere) %1’lik absoliit etanolde
¢Ozlldl. Absoliit etanoli dilue etmek icin
distile su kullanildi. Daha sonra karisim
filtre kagidinda stiziildii ve etanol
uzaklastirildi, deneyde kullanilmak tzere
+40(C’de saklanildi.

Deney hayvanlari, 25°C ve %65 nem
kosullarinda 12/12 saat aydinlik karanhik
dongli altinda barindirildi, suya ve pelet
diyetine serbest erisim saglandi. Calismada
12-14. haftalik, 250-300 gr agirliginda
Wistar Albino ratlar kullanildi. Gruplar
asagidaki gibi olusturuldu:

Grup 1 kontrol (defekt grubu, n=8): 5
mm capinda bir kalvaryal kemik defekti
olusturuldu, defekt herhangi bir islem
yapilmadan bos birakildi ve yara yeri dikildji,
28 glin sonra sicanlar sakrifiye edilerek
kalvaryal kemik ¢ikarild.

Grup 2 defekt + RA uygulamasi (n=8):
5 mm c¢apinda bir kalvaryal kemik defekti
olusturuldu, 100mg/kg Rosmarinik asit oral
yolla 7 giin siire ile verildi, 28 giin sonra
sicanlar sakrifiye edilerek kalvaryal kemik
cikarildi.

Grup 3 defekt + greft (n=8): 5 mm
capinda bir kalvaryal kemik defekti
olusturuldu, defekte allogreft uygulandi ve
yara dikildi, 28 giin sonra sakrifiye edilerek,
kalvaryal kemik ¢ikarild.

Grup 4 defekt + greft + RA uygulamasti
(n=8): 5 mm capinda bir kalvaryal kemik
defekti olusturuldu, defekte allogreft
uygulandi, 100mg/kg Rosmarinik asit oral
yolla 7 giin siire ile verildi ve 28 giin sonra
sicanlar sakrifiye edilerek kalvaryal kemik
cikarildi.

Anestezi ve cerrahi islemler

Cerrahi islemlerden oOnce deney
hayvanlarina 90 mg/kg intramiiskiiler
ketamin hidrokloriir (Ketalar; Pfizer,
Tiirkiye) ve 10 mg/kg ksilazin (Rompun,
Bayer, Tiirkiye) ile genel anestezi uygulandi.
Sicanlara genel anestezi uygulandiktan
sonra kalvaryal alan tiras edildi ve denekler
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sabitleme tahtasina yerlestirildi. Antisepsi
saglamak i¢in povidon-iyot soliisyonu
(Poviiodex, Kimpur, Tirkiye) uygulandi.
Acilacak alana epinefrin (0.5ml; 1: 200.000)
iceren articaine soliisyonu (Ultracain-DS
hoechst Marion Roussel, Tiirkiye) ile lokal
anestezi uygulandi. Cerrahi alan steril
ameliyat ortileri ile izole edilerek kesi hatti
belirlendi. Kalvaryal alanda orta hatta 2 cm
uzunlugunda insizyon yapildi,
mukoperiostellar  flep cikarildi  ve
kalvaryuma ulasildi. Kalvarium sagital
sttlri belirlendikten sonra, siitlire esit 5
mm dis ¢ap /4 mm i¢ ¢ap bir trapan frez ile
bir kemik defekti olusturuldu. Cerrahi
islemler tamamlandiktan sonra 4/0 glikolid
bazli emilebilir siitiir (Vicryl, Ethicon,
Briiksel, Belgika) ile periosteum, daha sonra
basit bir dikis teknigi ile 4/0 ipek siitir
(Dogsan, Tirkiye) ile deri dokusu dikildi ve
cerrahi alan kapatildi. Cerrahi islemden
sonra enfeksiyon kontroli icin tek doz
enrofloksasin (Baytril-K® 2.5 mg / kg, IM,
Bayer, Tiirkiye) uygulandi. Postoperatif
agriy1 onlemek icin Meloksikam (Maxicam ®
1 mg / kg, IM, Sanovel, Tiirkiye) enjekte
edildi.

Alloplastik  greft olarak  %40-
trikalsiyum fosfat ve %60 gozenekli bifazik
sentetik hidroksiapatit iceren Biograft® HT
(IFGL Bio Ceramics, Bengal, Hindistan)
kullanildi. Bu malzeme, 350 ila 500 pum
graniill boyutuna sahip osteokondiiktif
ozellikte bir alloplasttir.

Histolojik inceleme

Sicanlardan alinan kalvaryal
kemikler histopatolojik incelemeler igin
%10 notr formaldehit soliisyonuna alindi, 24
saat fikse edildikten sonra % 10 formik asit
+ %10 sodyum sitrat soliisyonunda 15 giin
dekalsifikasyon icin bekletildi ve rutin
histolojik doku takibi yapildi, ve parafin
bloklara goémildii. Parafin bloklardan
mikrotom (RM2265; Leica, Almanya) ile 4-6
um 'lik kesitler alind1 ve Hematoksilen-Eosin
ile boyandi, ardindan Isik mikroskobu
(Zeiss, Imager A2, Almanya) ile incelendi.

Immiinohistokimya analizleri

Alinan doku kesitleri, dereceli etanol
serilerinden gecirilerek sonra damitilmis su
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ile yikandi. Preparatlar dokuya zarar
vermeden kurutuldu ve ardindan Dakopen
(Dako, Glostrup, Danimarka) ile isaretlendi.
Dokudaki endojen peroksidazi inhibe etmek
icin 20 dakika stireyle %3 hidrojen peroksit
(cat # TA-015-HP, Thermo Fisher Scientific,
ABD) uygulandi. Gece boyunca BMP-2
primer antikoru (katalog no: sc-137087,
Santa Cruz Biotechnology, ABD) ile + 4 °C'de
inkiibe edilen kesitlere Ultra V blok (TA-125-
UB, Thermo Fisher Scientific, ABD) eklendi.
Kesitler, 14 dakika siireyle biyotinlenmis
sekonder antikor (cat # TP-015-BN, Thermo
Fischer Scientificc ABD) ile yikand
Streptavidin peroksidaz (cat # TS-015-HR,
Thermo Fischer Scientificc ABD) Kesitlere
uygulandi. Kromojen DAB (cat # TA-001-
HCX, ThermoFischer, ABD) uygulandi ve
Harris hematoksilin ile boyandi ve entellan
ile kapatildi. Kesitler Isik mikroskobu altinda
incelendi (Zeiss, Imager A2, Almanya).

Istatistiksel analiz

Calismada elde edilen veriler
aritmetik ortalama * standart sapma ve
mean rank degeri olarak ifade edildi.
Istatistiksel analisler SPSS 22.0 programi
kullanilarak yapildi. Anazlilerde c¢oklu
karsilastirmada Kruskal-Wallis testi, ikili
karsilastirmada Mann-Whitney U testi
kullanildi. Anlamlilik diizeyi olarak p<0.05
kullanildi.

Bulgular
Istatistik bulgular

28 glnliik ratlar tlizerinde yapilan
TOS agisindan gruplar arasinda farklilik
bulunmamistir  (p>0.05). ALP  degeri
defekt+greft+RA grubunda defekt grubuna
gore anlaml olarak yiiksek bulunurken, KK
degeri defekt+Greft+RA grubunda anlamh
olarak disiik bulunmustur (p<0.05). TAS
degeri defekt+greft+RA grubunda defekt
grubuna gore anlamh olarak yiiksek
bulunmustur  (p<0.05). OSI seviyesi,
defekt+greft+RA grubunda defekt grubuna
gore anlamh olarak distiktir (Tablo 1)
(p<0.05). Tablo 1'in grafik go6sterimleri
Grafik 1-5'te verilmistir.
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Tablo 1. Biyokimyasal parametrelerin istatistiksel analizi

Mann-Whitney

Parametre Mean Kruskal-
(28 giin) Gruplar Ort=SS Rank  Wallis U (p<0.05)
(1) Defekt 143.00+10.61 7.25 (4)
(2) Defekt+RA 163.85+34.88 7.13 X2= 20433 (4)
ALP (3) Defekt+Greft 175.85+56.76 6.75 -0 00'1 4)
(4) Defekt+Greft+RA  265.90+79.65 1288 PV (1)(2)(3)
(1) Defekt 2380.57+511.24  8.00 (3)4)
(2) Defekt+RA 2037.33+468.01 13.50 X2=15.784 (4)
KK (3) Defekt+Greft 1613.14+628.99 2.50 p=0.007 (1
(4) Defekt+Greft+RA  1349.00+370.42  10.00 (D(2)
(1) Defekt 1.29+0..8 7.25 (4)
(2) Defekt+RA 1.68+0.56 10.50 X2=24.737 (4)
TAS (3) Defekt+Greft 1.47+0.63 10.50 p=0.001 (4)
(4) Defekt+Greft+RA  2.85+0.56 5.75 (D(2)(3)
(1) Defekt 34.13+9.77 6.25
(2) Defekt+RA 33.04+11.78 9.50 X2=2.591
(3) Defekt+Greft 34.75+28.11 10.00 p=0.763
TOS (4) Defekt+Greft+RA  30.52+16.21 8.25
(1) Defekt 26.81+7.78 13.13 (4)
(2) Defekt+RA 22.05+10.79 10.13 X2=21.560 (4)
0SI (3) Defekt+Greft 21.57+7.98 8.25 p=0.001 (4)
(TOS/TAS) (4) Defekt+Greft+RA  10.40+3.72 2.50 (1)(2)(4)

ALP: Alkalen Fosfataz; KK: Kreatin Kinaz; TAS: Total Antioksidan Seviyesi; TOS: Total Oksidan Seviyesi; OSI:
Oksidatif Stres Indikatoérii; RA: Rosmarinik asit; ANOVA testi uygulands; p < 0.05 anlamli kabul edildi.

ALP
400
300
200
- m
0
Defekt Defekt+RA Defekt+Greft Defekt+Greft+RA

Grafik 1: Gruplara gore Alkalen Fosfataz (ALP) degerleri. RA: Rosmarinik asit

KK

B KK, Defekt, 2380.57 B KK, Defekt+RA,
2037.33 B KK, Defekt+Greft, = KK,
1613.14 Defekt+Greft+RA,
349
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Grafik 2: Gruplara gore Kreatin Kinaz (KK) degerleri. RA: Rosmarinik asit

[ | TAS;
Defekt+Greft+RA;
,85

TAS

H TAS; Defekt+RA;

,68
H TAS; D‘fekt; 1,29

Grafik 3: Gruplara gore Total Antioksidan Seviyesi (TAS) degerleri. RA: Rosmarinik asit

B TOS; Defekt+RA;
B TOS; leekt, 34,13 3,04

Grafik 4: Gruplara gore Total Oksidan Seviyesi (TOS) degerleri. RA: Rosmarinik asit

B TAS; Defekt+Greft;
,47

TOS

B TOS; Ddfekt+Greft; =
4,75

oSl

B OSI; Defekt; 26,81 B OSI; Defekt+RA; B OSl; Defekt+Greft;
2,05 1,57
| 0osl;
Defekt$Greft+RA;
0,4

Grafik 5: Gruplara gore Oksidatif Stres Indikator (OSI) degerleri. RA: Rosmarinik asit

Histopatolojik inceleme ve immiinboyama ile kemik matriksinde gelisme goruldu.
sonuglari Defekt ve rosmarinik asit uygulama
grubunda, defekt alami icerisinde kan
damarlarinda belirgin bir dilatasyon ve
konjesyon, damar c¢evresinde yogunlasmis
inflamatuvar hiicreler goriildii. Bu bolgenin
disinda kalan yerlerde ise yeni kemik
olusumuna dair osteoblast uzun ve fusiform
seklinde periferde yer alan hiicrelerinde
belirginlesme ve kemik matriks gelisimi ile

Defekt grubunda kirillan kemik
trabekiillerinin bulundugu alan i¢inde skar
doku ile birlikte mononiikleer hiicre
infiltrasyonunda artis, kollajen fibrilerde yer
yer dejeneratif degisiklikler ve nekrotik
alanlar izlendi. Defekt bolgesinde fibroblast
hiicrelerinde belirgin bir artis ile birlikte
bazi alanlarda osteoblast hiicrelerinin varhigi
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birlikte yeni kemik trabekiilleri
sekillenmistir. Fazla sayida kiigiik kemik
trabekiillerinin ~ olusmas1 ile  kemik
lakiinalar1 icinde az sayida osteosit
hiicrelerinin ~ goriilmesi  yeni  kemik
olusumunda 6nemli bir isaret olarak tespit
edildi. Defekt ve greft grubunda, ana kemik
iskeletinin bulundugu alanda osteoklastik
aktivitenin artmas1 ile birlikte bag
dokusunda kollajen liflerde kalinlasma,
fibroblastik aktivitede artis ve inflamatuvar
hiicrelerin greft alaninda soliter bir bicimde
dagildig1 goriildii. Greft alani icinde kiiciik
kemik trabekiillerinin periferlerinde
osteoblast hiicreleri ve kemik matriksinin
asidofilik yapida belirgin oldugu goruldii.
Defekt ve greft ile rosmarinik asit grubunda,
greft alani icinde inflamatuvar hiicrelerin az
sayida soliter olarak dagildig, kan
damarlarinda dilatasyon ve konjesyonun
azaldig1 tespit edildi. Ana kemik bdlgesine
yakin kemik tarbekiillerin genisledigi
osteoblastik  aktivitenin  belirginlestigi

Rosmarinik asidin kalvaryal defektlerdeki etkisi

boyamasinda defekt alani icerisinde hiicre
infiltrasyonuyla birlikte fibroblast, ve
osteoklast hiicrelerinde BMP-2
ekspresyonunun pozitif oldugu ancak, bu
bolgedeki kemik trabekiillerinin
periferindeki osteoblast hiicrelerinde ve
kemik  matriksinde  negatif = BMP-2
ekspresyonun oldugu goriildii. Defekt ve
rosmarinik asit grubunda, ana kemigin
bulundugu alanin disinda, osteoklast
hiicrelerinde ve genis kemik trabekiillerinin
yer aldigi alanda osteoblast hiicrelerinde
BMP-2 ekspresyonu pozitif ancak merkezi
kisimdaki osteosit hiicrelerinde BMP-2
ekspresyonunun negatif oldugu izlendi.
Defekt ve greft grubunda greft alaninin
disinda osteoklast hiicrelerinde, kiigiik
kemik trabekiillerinin periferindeki
osteblast hiicreleri ve kemik matriksinde
BMP-2 aktivitesi belirgin olarak goriildi.
Defekt ve greftile rosmarinik asit uygulamali
grupta, greft alani icinde osteoklast
hiicrelerinde ve olusan kemik

trabekiillerinindeki osteoblast hiicrelerinde
pozitif BMP-2 ekspresyonu goriildii. Yeni
kemik trabekiillerinde artis tespit edildi.
Gruplarin BMP-2 immunohistokimyasal
boyamasi Resim 2.‘de verilmistir.

matriks yapisinin olgunlastigi ve
osteositlerin  lakiina icinde yerlestigi
goriildi. Gruplarin  Hematoksilen-Eosin
boyamasi Resim 1’de verilmistir.

Gruplarin BMP-2 primer antikoru
kullanilarak yapilan immunohistokimyasal

ST B N o N ;&‘ TN e ey

Resim 1. a) Defekt Grubu: Kirllan kemik trabekiillerinin bulundugu alan icinde mononiikleer hiicre
infiltrasyonunda artis, kollajen fibrilerde yer yer dejeneratif degisiklikler ve nekrotik alanlar. H-E boyama,
Bar: 100 pum b) Defekt + RA Grubu: Defekt alaninda kan damarlarinda belirgin dilatasyon ve konjesyon,
damar c¢evresinde yogunlasmis inflamatuvar hiicreler, osteoblast hiicrelerinde belirginlesme ve kemik
matriks gelisimi, yeni kemik trabekiilleri, kemik trabekiillerinin olusmasi, osteosit hiicrelerinin varlig:. H-
E boyama, Bar: 100 pm c) Defekt + Greft grubu: Ana kemik iskeletinin bulundugu alanda osteoklastik
aktivitenin artmasi, bag dokusunda kollojen liflerde kalinlasma, fibroblastik aktivitede artis ve
inflamatuvar hiicrelerin greft alaninda soliter dagilimi. Greft alani icinde kiiciik kemik trabekiillerinin
periferlerinde osteoblast hiicreleri. H-E boyama, Bar: 50 um d) Defekt + Greft + RA Grubu: Greft alani icinde
az saylda inflamatuvar hiicreleri, ana kemik boélgesine yakin kemik tarbekiillerin genisledigi osteoblastik
aktivitenin belirginlestigi matriks yapisinda olgunlasma ve osteositlerin varligl. H-E boyama, Bar: 100 pm

i -
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Resim 2. a) Defekt Grubu: Defekt alani icerisinde hiicre infiltrasyonuyla birlikte fibroblast, ve osteoklast
hiicrelerinde pozitif BMP-2 ekspresyonu, kemik trabekiillerinin periferindeki osteoblast hiicrelerinde ve
kemik matriksinde negatif BMP-2 ekspresyonu. BMP-2 immun boyama, Bar: 20 pm b) Defekt + RA Grubu:
Ana kemigin bulundugu alanin disinda, osteoklast hiicrelerinde ve genis kemik trabekiillerinin yer aldig
alanda osteoblast hiicrelerinde BMP-2 pozitif ekspresyonu, osteosit hiicrelerinde negatif BMP-2
ekspresyonu. BMP-2 immun boyama, Bar: 50 pm c) Defekt + Greft Grubu: Greft alaninin disinda osteoklast
hiicrelerinde, kiiciik kemik trabekiillerinin periferindeki osteblast hiicreleri ve kemik matriks’inde belirgin
BMP-2 aktivitesi. BMP-2 immun boyama, Bar: 100 um d) Defekt + Greft + RA Grubu: Greft alani iginde
osteoklast hiicrelerinde ve kemik trabekiillerinde osteoblast hiicrelerinde pozitif BMP-2 ekspresyonu.

BMP-2 immun boyama, Bar: 100 pm

Tartisma

Kemik kusurlari travma, kemik
tlimorleri, enfeksiyon, veya Kkistler ve
ortognatik cerrahiden sonra ortaya ¢ikabilir.
Kemikteki kiiciik kusurlar dogal kemik
iyilesme siirecleri ile onarilabilirken, biiyiik
kusurlar greftler gibi cesitli malzemeler
kullanilarak ve implantlarla
rekonstriiksiyon gerektirir. Bu amacla farkh
greft materyalleri; alloplastik  kemik
greftleri, otojen kemik greftleri, allojenik
kemik ve diger sentetik malzemeler
kullanilmaktadir®. Kortikal greftler dayanikli
ve saglam bir yapi saglarken deneysel ve
insan calismalarinda osteogenezi artirma
kabiliyetine sahip olmadigi izlenmistir.1* Bu
nedenle osteoindiiktif aktiviteyi artiracak ve
yeni kemik olusumunu hizlandiracak
tamamlayict  ve destekleyici tedaviler
arastirilmistir.

Yapilan bir calismada periodontitisli
sicanlarda kontrollere gore osteoblastik
aktivitenin ve Serum Kemik Alkalen Fosfataz
(B-ALP) diizeylerinin anlamh diizeyde

Mersin Univ Saglik Bilim Derg 2022;15(1)

azaldigin1  gosterilmistir.’s Calismamizin
biyokimyasal sonuclarindan serum ALP
degerleri defekt  grubunda diisiik
gozlenirken greft grubunda ve greft+RA
grubunda 28. giinde ALP degerinde
ylikselme goriilmistiir. Kemik olusumunu
etkileyen kreatin kinaz aktivitesi defekt
grubunda greft ve greft+RA grubuna gore
diisiik bulunmustur (Tablo 1). Bu durum
greft ve antioksidan uygulamasinin kemik
trabekiil gelisimi yoniinden olumlu etkisinin
bir isaretidir. Histopatolojik
degerlendirmede defekt grubunda defekt
alaninda skar doku, mononiikleer hiicre
infiltrasyonunda artis, dejeneratif kollajen
lifleri, nekrosis ve yer yer osteoblast ile
matriks  olusumu izlendi. Defekt+RA
grubunda ise defekt alani icerisinde yogun
inflamatuvar hiicrelerin arttigi, dilate ve
konjeste vaskiiler yapilar, yogun osteoklast
hiicre varligi, bag doku hiicreleri ve liflerinin
bu bolgede yeniden sekillenmeye basladigi
izlendi. Yer yer kiiciik kemik trabekiilleri ve
osteoblast hiicrelerinin goérindiigi kemik
matriks alanlar1 gozlendi. Defekt+greft
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grubunda yogun kolajen ve lif artisy,
inflamatuvar hiicrelerde azalma, freft alam
icinde kiiciik kemik trabekiillerinde
osteoblast hiicreleri ve kemik matriksinin
asidofilik izlendi.  Defekt+greft+RA
grubunda, defekt alaninda greft uygulamasi
yapilan boélgede inflamatuvar hiicrelerde
artis, dilate ve konjeste kan damarlari, kiiciik
kemik trabekil varligi izlendi. Bag dokunun
hiicre ve liflerinin diizenli oldugu, greft alani
icerisindeki 6zellikle kemik trabekiillerinin
sekillenmeye basladigi, bazi alanlarda
osteoblastlarin  belirginlestigi, osteosit
lakiinalarinin olustugu gézlendi (Resim 1).

Kemik morfogenik  proteinlerin
(BMP'ler) osteojenik etkilere neden oldugu
iyi bilinmektedir. Allogreftler tipik olarak
mezenkimal hiicre goclinli ve baglanmasini
hizlandiran BMP'ler icerir.16 BMP-2, -4, -5, -
6 ve -7 gibi kemik rejenerasyonunu
destekleyen BMP tipleri vardir!”. BMP-2'nin
hem in vitro hem de in vivo ¢alismalarda,
kemiklesmeye olan katkis1 calismalarda
gosterilmistir. BMP-2 nin, bazi hayvan
modellerinde  periodontal ve  kemik
rejenerasyonunu destekledigi ve ayrica
preosteoblast hiicrelerinin farklilasmasim
indiikledigi ve boylece ossifikasyonu
artirdigl izlenmistir.18-21 Kizildag ve ark.22
tarafindan kalvaryal defektlerde otojen dis
kemigi grefti ve trombositten zengin fibrin
kombinasyonu incelenmisgtir.
Arastirmacilar, immiinohistokimyasal
boyama metodlar1 kullanarak BMP-2 ile
isaretleme yapmislar ve burada yeni kemik
olusumunu izlemisler, trombositten zengin
fibrin ile birlikte otojen dis kemik greftinin
kraniyal kusurlarda kemik iyilesmesini
hizlandirdigi sonucuna varmiglardir. Kim ve
ark.10, tavsan kalvaryal defekt modelinde
bifazik kalsiyum fosfat kompozitlerini (BCP),
kemik morfogenetik protein 2 (BMP-2) ve
mezenkimal kok hiicrelerini (MSC) birlikte
incelemisler ve osteokalsin
immiinoreaktivitesinin tedavi ile arttigin
bildirmislerdir. Acar ve ark.23, tavsan defekt
modelinde, trombosit acgisindan zengin
fibrin ile hidroksiapatit/bifazik Kkalsiyum
fosfat kombinasyonunun uygulamasinin
kemik rejenerasyonu lizerine etkisini
incelemislerdir. Sonuglara gore
trombositten zengin fibrin, tek basina veya
hidroksiapatit/bifazik kalsiyum fosfat ile
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kombinasyon halinde kullanildiginda kemik
rejenerasyonunu arttirmaktadir.
Calismamizda, defekt grubunda, osteoklast
hiicrelerinde BMP-2 ekspresyonu pozitif,
defekt + RA grubunda ise osteoklast ve
osteoblast hiicrelerinde pozitif, defekt +
greft grubunda osteoklast ve osteblast
hiicrelerinde ve kemik matriks’'inde BMP-2
aktivitesi  belirgin olarak  goriildi.
Defekt+greft+RA  grubunda, osteoklast
hiicrelerinde ve osteoblast hiicrelerinde
pozitif BMP-2 ekspresyonu goriildii. Yeni
kemik trabekillerinde artis tespit edildi
(Resim 2).

Rosmarinik asit (RA), antioksidan ve
anti-inflamatuar o6zellikleri agisindan iyi
bilinmektedir. RA  bircok Lamiaceae
bitkisinde bulunan dogal bir fenolik
bilesiktir.  Polifenoller, biyolojik etkileri
oldugunu bilinen, noérodejeneratif ve
kardiyovaskiiler hastaliklar, kanser ve
osteoporoz dahil olmak {tizere kronik
hastaliklara  karst  koruyucu  oldugu
ispatlanmis fitokimyasallardir.2¢  Fenolik
bilesiklerin yararli etkileri esas olarak
antioksidan ozelliklerinden
kaynaklanmaktadir, c¢iinkii bunlar reaktif
oksijen tiirlerini (ROS) temizlemede gorev
yaparlar. RA'nin, ksantin oksidaz (XO) ve
hidrojen peroksit (H20:) ile indiiklenen
oksidatif ve elektrofilik sitotoksisiteyi ve
serbest oksijen radikallerinin hiicre igi
konsantrasyonunu azalttigl, 16kotrien B4, IL-
6, IL-1 beta ve TNF-a Uretimini azalttig],
prostaglandin E2 {retimini artirdigi, ve
kompleman  sistemini  inhibe  ettigi
gosterilmistirz5-27. RA uygulamasiyla (3 giin
boyunca 2 mg) tedavi edilen farelerde,
akcigerde noétrofilik inflamasyon ve ¢dem
gibi patofizyolojik degisiklikleri inhibe ettigi
tespit edilmistir. RA’'nin enflamatuar cevabin
baslamasi ve ilerlemesinde 6nemli bir rol
oynayan proenflamatuar sitokin ve kemokin
ekspresyonlarini inhibe etmek suretiyle etki
gosterdigi bildirilmistirz8. RA'nin kemigin
yeniden sekillenmesi iizerine etkili oldugu
bilinmektedir. RA osteoklast belirte¢ genleri
olan MMP-9, cathepsin-K, kalmodulin, C-C
kemokin reseptorii tip 2 (CCR2), ve
kalsitonin reseptorlerinin mRNA
ekspresyonunu  bloke ederek kemik
rezorpsiyonunu inhibe eder boylece
osteoklast aktivitesini ve erken bir asamada
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farklilasmay1 etkilemis olur.29-31
Notodihardjo ve arkadaslari32
calismalarinda sican kalvaryal kemiginde
kritik boyutta defektlerinde hidroksiapatit
(HAP) uygulamasi ile veya HAP olmadan
kemik olusumu indiikleyicisi BMP-2'nin
kemik  olusumu  {izerindeki etkisini
arastirmislardir. BMP+HAP grubunda en
yliksek diizeyde kemik indiiksiyonu
gozlenmistir. Bu nedenle calismada
olusturdugumuz defekt modelinde BMP-2
immunekspresyon diizeylerini inceledik.

Sonug¢

Kalvaryal = kemik  defektlerinde
uzamis iyilesme siiresi ve bu defektlerde
estetik ve fonksiyonel olarak tam bir
onarimin zor olmasi nedeniyle, iyilesme
siirecini  hizlandirmak ve uygulanan
tekniklerin etkinligini artirmak
gerekmektedir. Bu amacla olusturdugumuz
deneysel modelde, sicanlarda kalvaryal
kemik hasarindan sonra alloplastik greft
materyalinin kullanilmas1 defekt bolgesinin
daha kolay ve hizh  kapanmasin
kolaylastirmistir. Greft  uygulamasina
ilaveten antioksidan ve anti-enflamatuar
ozellikleri sayesinde kemik dokunun
remodelizasyonunu ve yeni kemik gelisimi
indiikleyen RA uygulamasi ile, osteojenik
aktivite artmis ve defekt alan1 hizh
kapanmasini siirdiirmiistiir.
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